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ヒ アル ロ ン酸合成酵素遺伝子導入を併用した
新たな培養自家軟骨細胞移植の研究
研究成果
1 ､ 背景並びに目的
関節軟骨修復 における ヒアル ロ ン酸 (以下 ､ H A) の細胞機能､
代謝 へ の作用としては ､ 軟骨細胞のプロ テオグリカンや type 2 コ ラ
← ゲ ン の合成促進 ､ 軟骨芽細胞 へ の分化促進などの有用性が報告さ
れて い る｡ そ こ で ､ 本目的は､ レト ロ ウイ ルスベクタ ー を用い て軟
骨分化観察可能な A TD C5細胞 へ の ヒアル ロ ン酸合成酵素 (H A S2)
遺伝子導入法を確立し, H Aの合成量の評価をする ことである｡
2 ､ A r DC 5へ の H A S2遺伝子導入
レトロ ウイルス ベクタ ー である P M X-IR E S-G FPを用いた ATDC5
へ の HA S2遺伝子導入を施行し､ そ の感染効率をベクタ ー の中に組
み込まれた GFP の蛍光発色を利用 した FA CSにて測定した. さらに､
c ells orting によ っ て ､ HA S2 陽性細胞を高率に回収した. さらに RT-
pc Rを用い て ATDC5における HA S2 m R NA の発現を確認し牢o そ
こ で ､ H A S 2遺伝子導入群と非導入群の ArD C 5におい て細胞周囲に
合成された HA を b-H ABP と蛍光色素 cy3 を用いた細胞免疫染色に
て ､ 培養上浦中の HA 濃度を高速液体ク ロ マ トグラフィ ー に て比較
検討し､ H A S2遺伝子導入された H A合成量の評価をした｡
3 ､ レトロウイルス ベクタ ー の感染効率
FA CSによる感染効率につ い て ､ H AS2 導入群では約 15 %､ 非導
入群では約 35 %という結果 であ っ た｡ c ells orting を施行後､ 感染効
率は HAS2 導入群は約 30%に､ 非導入群は 45 %にまで上昇した｡ こ
れにより高率に感染してい る Ar DC 5を得る事が可能とな っ た｡
4 , H AS2遺伝子 の発現
RT-PCR を用い た A T DC5おける H AS2 m R N Aの発現が H AS2遺
伝子非導入群にお い て ､ 分化前､ 分化 3日後 ､ 1 0日後 ､ 1 5日後
と軟骨分化過程を通して確認された｡ こ の ことは A T DC 5が軟骨に
優位に発現 して い るといわれて い る IiAS2 遺伝子を有して い る こと
が証明され､ 軟骨分化の モ デルと して の有用性 を再確認出来た｡ さ
らに H A S2 遺伝子導入群 では ､ 前述の いずれの分化過程におい て も
非導入群と比 べ ､ 有意に H AS2m R N A の発現が増加して い る こと
が実証され､ レトロ ウイ ルス ベクタ ー を用 い る事 によ っ て安定した
HAS2 m RN A の発現が獲得された ｡
5 ､ ヒ アル ロ ン酸合成
この コ ン ス トラクトを用い て ､ 培養 3 日後の細胞免疫染色施行に
より､ 緑色に蛍光発色して いる GFP 陽性細胞すなわち Ar DC5にべ
クタ - が トランス フ ェ ク シ ョ ンされて い る こ とが確認可能 であり､
か つ H A S2 遺伝子導入群の細胞におい て非導入群 と比 べ ､ そ の細胞
周囲に新 しく合成された H A量が視覚的に明らか に増加した ことが
確認 できた｡ こ の 合成能は培養開始後 14 日目におい ても同様の結
果が得られた｡
次に ､ 培養開始後､ 培養液 を交換せずに ､ 7 日目の段階で培養上
清を回収し､ そ の H A濃度を測定したと ころ､ HA S2 遺伝子非導入
群は o･12LLg/ml に対し導入群は33.3LLg/mlと有意に高値を示した.
さ らに培養開始後 4,7,10,12,1 4,17,19,21 日目にお ける培養上浦中の
HA 濃 度 を 測 定 し た と こ ろ ､ HAS2 非 導 入 群 で は
0･11
,O106,0･13,0･1 1,0･17,0･24,0.16,0.21J↓ g/ml に 対 し ､ 導 入 群 で は
1･3 1,2･47,2･96,4･90,2･14,1･44,2.00,1.09〟g/ml と各分化段階におい て も
H A S2 遺伝子導入群の ほうが高値 を示した｡ これにより軟骨分化過
程 を通 して HA S2遺伝子導入により､ 安定した H A の合成が確認さ
れた｡
6 ､ 考察並びに今後の研究展開
レトロウイルス ベクタ ー を用いた HAS2 遺伝子導入はその ､ ゲノ
ム DN A 中に遺伝子が取り込まれるという特徴から持続的な発現が
期待されるo 今回の結果より =A 合成能が up regulate する ことが軟
骨分化全段階を通して認められた｡ 以上か ら恒常的な H A 合成が期
待で きると考えられ ､ 自家軟骨細胞培養移植の 際に この手技を用い
る事で よりよい安定した硝子様軟骨の再生が期待 できる ｡
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